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특허청구의 범위

청구항 1 

시료에서 다른 아넥신에 대해 낮은 교차반응성을 갖는, 아넥신 A3에 특이적인 항체에 의해 아넥신 A3의 존재 및

/또는 양을 분석하는 것인, 암을 진단하는 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 암은 비뇨생식관 및/또는 위장관의 암인 것인 방법.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 암은 상피암인 것인 방법. 

청구항 4 

제1항 내지 제3항에 있어서, 상기 암은 전립선암인 것인 방법. 

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 단일클론 항체인 것인 방법. 

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 아넥신 A3의 N-말단, 특히, 인간 아넥신 A3의 아미노산

1 내지 16번의 영역에 있는 에피토프에 대한 것인 방법.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 하이브리도마 세포주, tgc 5 ProII6G7(DSM ACC2788),

tgc  6  ProIII1G11(DSM  ACC2779),  tgc  7  ProVII5C5(DSM  ACC2780),  tgc  8  ProIII1E1(DSM  ACC2781),  tgc  13

ProI/5G9, tgc 12 ProIII/4B11, tgc 14 ProVIII/3D7에 의해 생성된 항체, 또는 아넥신 A3 상의 동일한 에피토

프에 결합하는 항체로부터 선택되는 것인 방법. 

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 하기로부터 선택되는 서열을 포함하는 아넥신 A3 상의

에피토프에 대한 것인 방법:

(i) VRDYPDFSPSVD(서열번호 1);

(ii) MLISILTERSNA(서열번호 2);

(iii) GDFRKALLTLADGRRDESLKVDEHLAKQ(서열번호 3);

(iv) KLTFDEYRNISQKDIVDSIKGELSG(서열번호 4);

(v) IMVSRSEIDLLDIRTEF(서열번호 5);

(vi) YSAIKSDTSGDYEITLL(서열번호 6);

또는 6개 이상의 아미노산으로 구성된 길이를 갖는 그들의 부분 연속 서열(partial contiguous sequence). 

청구항 9 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 표지화 기(labelling group)를 갖는 것인 방법.

청구항 10 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서, 비-침습적(non-invasive) 절차인 것인 방법. 

청구항 11 
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제10항에 있어서, 상기 시료는 뇨 시료, 특히, 배출된(exprimate) 뇨 시료인 것인 방법. 

청구항 12 

제10항에 있어서, 상기 시료는 변 시료인 것인 방법. 

청구항 13 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서, 조직화학적 절차인 것인 방법. 

청구항 14 

제13항에 있어서, 상기 시료는 조직 시료, 특히, 생검인 것인 방법.

청구항 15 

제1항 내지 제14항 중 어느 한 항에 있어서, 세포외 아넥신 A3의 존재 및/또는 양 및/또는 세포내 아넥신 A3의

존재 및/또는 양이 결정되는 것인 방법. 

청구항 16 

제1항 내지 제15항 중 어느 한 항에 있어서, 하나 이상의 추가적인 마커가 결정되는 것인 방법. 

청구항 17 

제16항에 있어서, 상기 추가적인 마커는 전립선-특이적 항원(PSA) 및/또는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)인 것인

방법. 

청구항 18 

제1항 내지 제17항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 진단은 병기(disease stage)의 결정을 포함하는 것인 방법. 

청구항 19 

제18항에 있어서, 적어도 전암기(precancerous stage)와 암기(cancerous stage)의 구별이 수행되는 것인 방법.

청구항 20 

다른 아넥신에 대해 낮은 교차반응성을 갖는, 아넥신 A3에 대해 특이적인 하나 이상의 항체를 포함하는 전립선

암의 진단용 테스트 시약.

청구항 21 

제20항에 있어서, 상기 항체는 단일클론 항체인 것인 시약.

청구항 22 

제20항 또는 제21항에 있어서, 상기 항체는 아넥신 A3의 N-말단, 특히, 인간 아넥신 A3의 아미노산 1 내지 16번

의 영역에 있는 에피토프에 대한 것인 시약.

청구항 23 

제20항  내지  제22항  중  어느  한  항에  있어서,  상기  항체는  하이브리도마  세포주,  tgc  5  ProII6G7(DSM

ACC2788), tgc 6 ProIII1G11(DSM ACC2779), tgc 7 ProVII5C5(DSM ACC2780), tgc 8 ProIII1E1(DSM ACC2781),

tgc 13 ProI/5G9, tgc 12 ProIII/4B11, tgc 14 ProVIII/3D7에 의해 생성된 항체, 또는 아넥신 A3 상의 동일한

에피토프에 결합하는 항체로부터 선택되는 것인 시약. 

청구항 24 

제20항 내지 제23항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 하기로부터 선택되는 서열을 포함하는 아넥신 A3 상

의 에피토프에 대한 것인 시약:
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(i) VRDYPDFSPSVD(서열번호 1);

(ii) MLISILTERSNA(서열번호 2);

(iii) GDFRKALLTLADGRRDESLKVDEHLAKQ(서열번호 3);

(iv) KLTFDEYRNISQKDIVDSIKGELSG(서열번호 4);

(v) IMVSRSEIDLLDIRTEF(서열번호 5);

(vi) YSAIKSDTSGDYEITLL(서열번호 6);

또는 6개 이상의 아미노산으로 구성된 길이를 갖는 그들의 부분 연속 서열. 

청구항 25 

제20항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 표지화 기를 갖는 것인 시약. 

청구항 26 

암 치료용 약제의 제조를 위한, 다른 아넥신에 대한 낮은 교차반응성을 갖고 아넥신 A3에 대해 특이적인 항체의

용도.

청구항 27 

제26항에 있어서, 상기 암은 비뇨생식관 및/또는 위장관의 암인 것인 용도.

청구항 28 

제26항 또는 제27항에 있어서, 상기 항체는 키메라 항체 또는 인간화 항체 또는 인간 단일클론 항체인 것인 용

도.

청구항 29 

제26항 내지 제28항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 아넥신 A3의 N-말단, 특히, 인간 아넥신 A3의 아미노

산 1 내지 16번의 영역에 있는 에피토프에 대한 것인 용도.

청구항 30 

제26항  내지  제29항  중  어느  한  항에  있어서,  상기  항체는  하이브리도마  세포주,  tgc  5  ProII6G7(DSM

ACC2788), tgc 6 ProIII1G11(DSM ACC2779), tgc 7 ProVII5C5(DSM ACC2780), tgc 8 ProIII1E1(DSM ACC2781),

tgc 13 ProI/5G9, tgc 12 ProIII/4B11, tgc 14 ProVIII/3D7에 의해 생성된 항체, 또는 아넥신 A3 상의 동일한

에피토프에 결합하는 항체로부터 선택되는 것인 용도. 

청구항 31 

제26항 내지 제30항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 하기로부터 선택되는 서열을 포함하는 아넥신 A3 상

의 에피토프에 대한 것인 용도:

(i) VRDYPDFSPSVD(서열번호 1);

(ii) MLISILTERSNA(서열번호 2);

(iii) GDFRKALLTLADGRRDESLKVDEHLAKQ(서열번호 3);

(iv) KLTFDEYRNISQKDIVDSIKGELSG(서열번호 4);

(v) IMVSRSEIDLLDIRTEF(서열번호 5);

(vi) YSAIKSDTSGDYEITLL(서열번호 6);

또는 6개 이상의 아미노산으로 구성된 길이를 갖는 그들의 부분 연속 서열. 

청구항 32 
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제26항 내지 제31항 중 어느 한 항에 있어서,  상기 항체는 효과기 분자(effector  molecule)에 접합된 것인

용도.

청구항 33 

암 치료용 약제의 제조를 위한, 다른 아넥신에 대해 낮은 교차반응성을 가지며 아넥신 A3에 대해 특이적인 항체

를 활성제로 포함하는 약제학적 조성물. 

청구항 34 

다른 아넥신에 대해 낮은 교차반응성을 갖는, 아넥신 A3에 대해 특이적인 항체. 

청구항 35 

제34항에 있어서, 상기 항체는 단일클론 항체인 것인 항체. 

청구항 36 

제34항 또는 제35항에 있어서, 상기 항체는 아넥신 A3의 N-말단, 특히, 인간 아넥신 A3의 아미노산 1 내지 16번

의 영역에 있는 에피토프에 대한 것인 항체.

청구항 37 

제34항  내지  제36항  중  어느  한  항에  있어서,  상기  항체는  하이브리도마  세포주,  tgc  5  ProII6G7(DSM

ACC2788), tgc 6 ProIII1G11(DSM ACC2779), tgc 7 ProVII5C5(DSM ACC2780), tgc 8 ProIII1E1(DSM ACC2781),

tgc 13 ProI/5G9, tgc 12 ProIII/4B11, tgc 14 ProVIII/3D7에 의해 생성된 항체, 또는 아넥신 A3 상의 동일한

에피토프에 결합하는 항체로부터 선택되는 것인 항체. 

청구항 38 

제34항 내지 제37 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 하기로부터 선택되는 서열을 포함하는 아넥신 A3 상의

에피토프에 대한 것인 항체:

(i) VRDYPDFSPSVD(서열번호 1);

(ii) MLISILTERSNA(서열번호 2);

(iii) GDFRKALLTLADGRRDESLKVDEHLAKQ(서열번호 3);

(iv) KLTFDEYRNISQKDIVDSIKGELSG(서열번호 4);

(v) IMVSRSEIDLLDIRTEF(서열번호 5);

(vi) YSAIKSDTSGDYEITLL(서열번호 6);

또는 6개 이상의 아미노산으로 구성된 길이를 갖는 그들의 부분 연속 서열. 

청구항 39 

제34항 내지 제38항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 표지화 기 또는 효과기 기(effector group)를 갖는

것인 항체.

청구항 40 

제34항 내지 제39항 중 어느 한 항의 항체를 생성하는 세포.

청구항 41 

면역화 시약(immunization reagent)의 제조를 위한, 원형의(native) 인간 아넥신 A3의 용도.

청구항 42 

제41항에 있어서, 상기 원형의 인간 아넥신 A3은 호중구로부터 분리된 것인 용도. 
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청구항 43 

인간 아넥신 A3에 대한 인간 항체를 제조하는 방법으로서, 인간 시료로부터 상기 항체를 생성할 수 있는 B-세포

를 분리하는 단계 및 상기 B-세포 또는 세포, 예를 들면, 그로부터 유래된 하이브리도마 세포로부터 상기 항체

를 수득하는 단계를 포함하는 것인 방법.  

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 높은 특이성을 갖는 항체, 특히, 단일클론 항체에 의해 아넥신(annexin) A3, 특히 세포외 아넥신 A3<1>

을 결정하는 단계를 포함하는 전립선암의 진단 방법에 관한 것이다. 본 발명은 또한 그와 같은 항체를 포함하는

테스트 시약에 관한 것이다. 

배 경 기 술

남성에게,  전립선암은 악성 질환 중 1위를 차지하며,  다른 종양에 비해 중등도의 생물학적 공격도(moderate<2>

biological aggressivenes)를 가짐에도 불구하고, 암-유발 사망 중 2위를 차지한다 (Greenlee et al., 2000).

국소적으로 한정된 단계에 대해서는 탁월한 치료 옵션, 즉, 외과적 수술(Huland, 2001a) 및/또는 방사선 요법

(Wiegel, 1998)이 있으나, 진행된 단계의 경우에는 호르몬 제거(hormone ablation)의 일시적으로 유효한 방법만

이 이용될 수 있다. 호르몬 제거 요법 동안, 통상적으로 2-3년 후 최초 질환의 신규 진행은 호르몬 무반응 상태

(hormone refractory state)로 지칭된다. 현재, 호르몬 무반응성 전립선암에 대해서는 완화적 치료 옵션만 존재

한다 (Knox & Moore, 2001). 

결과적으로, 초기 단계에 전립선암을 진단하는 것이 매우 중요하다. PSA(prostate-specific antigen)에 의해,<3>

전립선암의 조기 진단(Stamey et al., 1987) 및 후속 조치(Haese et al., 19999)를 위한 높은 민감도를 갖는

혈청 종양 마커가 이용가능하다.   

PSA는 높은 정도로 기관-특이적이나, 종양-특이적이지 않기 때문에, 양성 전립선 질환도 상한으로 간주되는 4<4>

ng/ml  범위를  초과하는  PSA의  증가와  연관될  수  있다.  현재  10개  이상의  경직장  방식에  의해  수득된

(transrectally obtained) 전립선 펀치 생검의 침습적 생성이 이 상황에서 전립선암의 명확한 진단에서 절대 표

준이다 (Miller & Weißbach, 1999a, b). 그러나, 환자의 최대 25%가 관련된 복잡한 상황을 겪으며, 이는 추가

적인 진찰(환자의 13%) 및 입원(해당 환자의 6%)을 필요로 하게 한다 (Lujan et al., 2001; Djavan et al.,

2001). 요도 감염의 위험 또는 전립선염의 위험 외에, 출혈 및 수술의 고통이 추가적인 원치않는 발생이고, 이

는 일부 기관에서 국소적으로 마취 수단을 수행하는 것에 의해 중화된다 (Irani et al., 1997; Issa et al.,

2000; Alavi et al., 2001). 4-10 ng/ml 범위의 PSA 값을 갖는 환자의 약 75%의 경우에서 수행되는 펀치 생검

은 음성(negative)으로 나타나고, 즉, 양성(benign)의 진단 결과를 보일 것이다(Huland, 2001b). 이미 일부 저

자들에 의해 제안된 바와 같이(Djavan et al., 1999; Okihara et al., 2001), 전립선 펀치 생검을 수행하는 것

에 대한 징후가 2.5 ng/ml로부터 시작하는 PSA 값으로부터 유래되는 경우, 이 침습적 건강검진 방법은 50 내지

75세 연령의 4명 중 한명에서 예상되어야 할 것이다(Huland, 2001b).   

따라서, 그의 아형(subform)을 포함한, PSA에 대한 증가된 특이성을 갖는 새로운 마커들(Jung et al., 2001;<5>

Makinen et al., 2001)은 침습적 펀치 생검을 수행해야 하는 지에 관한 징후를 보다 명확하게 정의하고 따라서

이 검사를 수행해야 하는 환자의 수를 감소시킬 수 있기 때문에, 전립선암의 진단을 위해 매우 높은 관심을 끌

고 있다. 따라서, 탁월한 특이성으로, 혈장 또는 배출된 뇨(exprimate urine)과 같은 비-침습적으로 수득된 프

로브 물질에 대해서도 적합한 종양 마커가 새로 규명된 아넥신 A3(ANXA3) 마커일 수 있다(Wozny et al., 2006). 

ANXA3은 특정한 인지질에 결합하여 그들의 다양한 효과를 수행하는 Ca
2+
 효과기 단백질 종류인, 아넥신의 패밀리<6>

의 다소 드문 대표물이다. 그들은 막 표면 상에서 네트워크를 형성할 수 있고, 따라서 단백질과 상호작용하기

위한 막 마이크로도메인(membrane microdomain) 및 동원 포커스(recruiting focus)를 조직할 수 있다(Gerke et

al., 2005). 

아넥신은 그에 의해 세포 분화, 세포 이동 및 또한 면역제어(immunomodulation)에서 중요한 역할을 수행한다.<7>

막 구조 및 막 수송 외에, 또한 아넥신의 막- 및 인지질-독립적 단백질-단백질 상호작용이 있다 (Rescher  &

Gerke 2004; Gerke & Moss, 2002). 아넥신은 연골 형성 및 골 광화작용(bone mineralization)에 매트릭스 비히
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클의 주요한 성분으로 참여한다 (Wang  et  al.,  2003).  전립선 암에서 골형성성 골 전이(osteoblastic  bone

metastasis) 발생의 비정상적 빈도와 관련하여 ANXA3의 차등적 발현은 특히 흥미롭다(Keller et al., 2001).

ANXA3은 세포내에서 및 세포외에서(Carlson  et  al.,  2004),  예를 들면,  뇨의 엑소솜(exosome)에서 나타난다<8>

(Pisitkun et al., 2004). 엑소솜은 소위 "다소포체(multivesicular body)"의 유도체이고 면역 세포의 항원 제

시에서 대안적인, 그러나, 결정적인 역할을 수행할 수 있다 (Schartz et al., 2002). 뇨에서 검출되는 엑소솜은

초기에 이미 기술되었던 소위 프로스타솜(prostasome)과 동일할 수 있고(Arienti et al., 2004; Utleg et al.,

2003), 어느 경우든, 양자 모두 ANXA3을 포함한다. 

전립선암 및 기타 비뇨생식관의 상피암의 치료 또는 진단을 위한 단백질 바이오마커가 US 2005 130 876, WO 03<9>

086 461, WO 2005 078 124, EP 05 011 042.8 및 EP 05 026 092.6에 기재된다. 

그러나, ANXA3을 결정하는 이전의 방법들은 다른 아넥신에 대해 상당한 교차반응성(crossreactivity)을 보이는<10>

이용가능한 항원의 낮은 특이성의 문제를 갖는다. 따라서, 본 발명의 목적은 전립선암의 초기 단계에 특이성 높

은 진단을 가능하게 하는, 전립선암을 결정하는 방법을 제공하는 것이었다.    

발명의 상세한 설명

제1 양태에서, 본 발명은 시료가 다른 아넥신에 대해 낮은 교차반응성을 갖는, 아넥신 A3에 대한 특이적 항체에<11>

의해 아넥신 A3(ANX A3)의 존재 및/또는 양에 대해 분석되는 것인 암의 진단 방법에 관한 것이다. 

 본 발명의 또 다른 양태는 다른 아넥신에 대해 낮은 교차반응성을 갖는, 아넥신 A3에 특이적인 하나 이상의 항<12>

체를 포함하는 암 진단용 테스트 시약이다. 

본 발명의 또 다른 양태는 암 치료용 약제의 제조를 위한, 다른 아넥신에 대해 낮은 교차반응성을 갖는, 아넥신<13>

A3에 대한 특이적 항체를 활성제로 포함하는 약제학적 조성물이다. 

본 발명의 또 다른 양태는 다른 아넥신에 대해 낮은 교차반응성을 갖는, 아넥신 A3에 대해 특이적인 항체이다. <14>

본 발명의 또 다른 양태는 세포, 특히, 전술된 바와 같은 항체를 생성하는 하이브리도마(hybridoma) 세포이다. <15>

본 출원에서 사용되는 용어, "항체(antibody)"는 또한, Fab 단편 또는 F(ab')2 단편과 같은 하나 이상의 항원<16>

결합 도메인을 갖는 항체 단편 또는 단일 사슬 항체(single chain antibody)와 같은 재조합 항체 또는 Fv 단편

과 같은 그의 단편을 포괄한다. 

바람직하게는, 항체는 실버 염색 후 웨스턴 블롯의 농도 분석(densitometric analysis)에 의해 결정되는 바와<17>

같이, 아넥신 5, 아넥신 6 및/또는 아넥신 8과 같은 다른 아넥신에 대해 검출가능한 교차반응성을 갖지 않는다.

바람직하게는, 항체는 단일클론 항체 또는 단일클론 항체의 혼합물이다. 단일클론 항체는 또한 키메라 단일클론

항체 또는 비-인간 불변 영역 및 선택적으로 가변 프레임워크 영역을 인간화하는 것에 의해 수득가능한 인간화

단일클론 항체일 수 있다. 그러나, 일부 높은 특이성을 갖는 다중클론 항혈청도 본 발명의 방법에 적합하다. 

바람직한 단일클론 항체는 실험 동물,  예를 들면,  마우스,  랫트,  토끼 등을 정제된 ANXA3  또는 그의 단편,<18>

특히, 그의 N-말단 단편으로 면역화시키는 단계 및 표준 방법에 따라 원하는 단일클론 항체를 생성하는 하이브

리도마 세포를 수득하는 단계에 의해 수득될 수 있다. 보다 바람직하게는, 인간 아넥신 A3(아넥신 III, 리포코

르틴(Lipocortin) III, PAP-III(Placental anticoagulant protein III), 35-알파 칼시메딘(calcimedin), 또는

이노시톨-1,2-시클릭 포스페이트-2-포스포히드롤라아제)의 N-말단 영역, 특히, 인간 아넥신 A3의 아미노산 1-16

번 영역(GenBank Accession No. P12429)에 있는 에피토프에 대한 것이다. 바람직하게는, 항체는 암 세포의 표면

에 결합한다.  

바람직한 단일클론 항체는 실험 동물,  예를 들면,  마우스,  랫트,  토끼 등을 정제된 ANXA3  또는 그의 단편,<19>

특히, 16개의 N-말단 아미노산을 포함하는 단편, 예를 들면, ANX A3(AA 1-324), ANX A3(AA 1-159) 또는 ANX

A3(AA 1-106)과 같은 단편으로 면역화시키는 단계; 및 표준 방법에 따라 단일클론 항체를 생성하는 하이브리도

마 세포를 수득하는 단계에 의해 수득될 수 있다. 앞서 설명된 바와 같이, 원하는 특이성을 갖는 단일클론 항체

는 에피토프 맵핑 및 ANXA3의 N-말단 부분에 특이적으로 결합하는 단일클론 항체의 상응하는 선택을 위해 전술

된 단편 또는 유사한 단편을 채택하는 스크리닝 절차에 의해 수득될 수 있다. 특히 바람직한 것은 단일클론 항

체의 생성을 위한 면역원으로서, 원형의(native) 인간 ANXA3, 예를 들면, 인간 호중구로부터 분리된 인간 ANXA3

의 이용이다. 
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또한, ANXA3에 대한 바람직한 단일클론 인간 항체는 개별적인 인간, 예를 들면, 인간 암 환자 또는 기타 개인으<20>

로부터 수득될 수 있다. 항체-생성 B-세포들은 표준 방법에 따라 상기 개인들로부터 분리될 수 있다. 

특히 바람직한 구체예에서, 항체는 하이브리도마 세포주, tgc 5 ProII6G7(DSM ACC2788), tgc 6 ProIII1G11(DSM<21>

ACC2779),  tgc  7  ProVII5C5(DSM  ACC2780),  tgc  8  ProIII1E1(DSM  ACC2781),  tgc  13  ProI/5G9,  tgc  12

ProIII/4B11, tgc 14 ProVIII/3D7에 의해 생성된 항체, 또는 아넥신 A3 상의 동일한 에피토프에 결합하는 항체

로부터 선택되는 단일클론 항체이다. 동일한 에피토프에 결합하는 항체는 표준 프로토콜에 따른 경쟁 실험에 의

해 결정될 수 있다. 전술된 하이브리도마 세포주는 부타페스트 조약에 따라 2006년 5월 5일(DSM ACC2778, DSM

ACC2779,  DSM  ACC2780  및 DSM  ACC2781)  및 2007년 6월 5일(tsg  13  ProI/5G9,  tgc  12  ProIII/4B11,  tgc  14

ProVIII/3D7)에 DMSZ(Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH), Mascheroder Weg 1b,

D-38124 Braunschweig에 기탁하였다.       

또 다른 바람직한 구체예에서, 항체는 하기로부터 선택되는 서열을 포함하는 아넥신 A3 상의 에피토프에 대한<22>

단일클론 항체이다:

(i) VRDYPDFSPSVD(서열번호 1);<23>

(ii) MLISILTERSNA(서열번호 2);<24>

(iii) GDFRKALLTLADGRRDESLKVDEHLAKQ(서열번호 3);<25>

(iv) KLTFDEYRNISQKDIVDSIKGELSG(서열번호 4);<26>

(v) IMVSRSEIDLLDIRTEF(서열번호 5);<27>

(vi) YSAIKSDTSGDYEITLL(서열번호 6);<28>

또는 6개 이상의 아미노산으로 구성된 길이를 갖는 그들의 연속된 부분 서열.<29>

서열번호 1의 특별히 바람직한 부분 서열은 DYPDFSPSV이다. 서열번호 2의 특히 바람직한 부분 서열은 LISILTERS<30>

이다. 서열번호 3의 특히 바람직한 부분 서열은 FRKALL 또는 SLKVDEHLA이다. 서열번호 4의 특히 바람직한 부분

서열은 TFDEYRNIS이다. 서열번호 5의 특히 바람직한 부분 서열은 SRSEIDLLD이다. 서열번호 6의 특히 바람직한

부분 서열은 AIKSDTSGDEYEI이다. 서열번호 1의 에피토프에 대한 항체의 예는 tgct ProVII 5C5(DSM ACC2780)이

다.  서열번호  2의  에피토프에  대한  항체의  예는  tgc5  ProII  6G7(DSM  ACC2778)  및  tgc6  ProIII  1611(DSM

ACC2779)이다.  인간  ANXA3의  C-말단  영역에  있는  에피토프에  대한  항체의  예는  tgc  13  ProI/5G9,  tgc  12

ProIII/4B11 및 tgc 14 ProVIII/3D7이다. 특히, 바람직한 항체는 서열번호 5 및/또는 서열번호 6의 에피토프에

대한 것이다. 

서열번호 1 내지 6의 에피토프에 대한 추가적인 항체는 실험 동물을 에피토프 서열을 포함하는 폴리펩티드 또는<31>

펩티드, 예를 들면, 재조합 인간 ANXA3, 다른 종으로부터의 상동성 폴리펩티드 또는 그의 단편에 의해 면역화시

키는 단계에 의해 수득될 수 있다. 

본 발명에 따라 진단될 수 있는 암은 바람직하게는 전립선암, 방광암, 신장암, 요도암, 난소암, 자궁암 또는 결<32>

장암과 같은 비뇨생식관 및/또는 위장관의 암이다. 특히, 상기 암은 상피암이다. 특히 바람직한 구체예에서, 상

기 암은 전립선암이다. 

본 발명의 방법은 면역학적 결정을 위해 적합한 임의의 테스트 포맷에 의해 수행될 수 있다. 일부 테스트 포맷<33>

에서, 표지화 기(labelling group), 예를 들면, 라텍스 또는 골드 비드와 같은 시각적 마커, 형광 마커 기, 효

소 마커 기 등을 갖는 항체를 이용하는 것이 바람직할 수 있다. 항체와 표지화 기의 컨쥬게이트(conjugate)는

표준 방법, 예를 들면, 카르복시, 아미노 및/또는 티올기와 같은 항체의 반응성 아미노산 곁사슬과 표지화 기를

예를 들면, 이관능성 스페이서 분자(bifunctional spacer molecule)를 통해 공유결합시키는 것에 의해 생성될

수 있다. 

시료는 바람직하게는 인간 개체로부터 수득된다. 특히 바람직한 구체예에서, 본 발명의 방법은 시료가 예를 들<34>

면, 뇨 시료, 특히, 배출된(exprimate) 뇨 시료 또는 변 시료일 수 있는 것인 비-침습적 진단 절차이다. 바람직

한 경우, 시료는 전처리 절차, 예를 들면, 겔 여과를 거칠 수 있다. 

시료는 세포외 및 세포내 ANXA3의 개별적인 결정을 가능하게 하는 분획화(fractionation) 절차를 거칠 수 있다.<35>

예를 들면, 시료는 세포 펠릿 및 상층액을 수득하기 위해 원심분리될 수 있고, 그에 의해 세포내 아넥신 A3은
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세포 펠릿에서 결정되고, 세포외 아넥신 A3은 상층액에서 결정될 수 있다. 특히 바람직한 구체예에서, 본 발명

의 방법은 세포외 ANXA3의 선택적 결정을 포함할 수 있다.

추가적인 구체예에서, 본 발명의 방법은 시료가 조직 시료, 특히, 생검, 예를 들면, 펀치 생검일 수 있는 것인<36>

조직화학적 절차일 수 있다. 조직화학적 절차에서, 세포외 ANXA3의 선택적 결정은 시료 내에서 ANXA3의 국소화

(localizaiton)를 결정하는 것에 의해 수행될 수 있다. 

본 발명의 방법에서, 시료는 전립선 비대증(BPH), 섬유증, 만성 전립선염, 다양한 단계의 전립선 상피내 종양<37>

(PIN1-3)의 다양한 상태를 갖는 비-암(non-cancer) 환자와 비교하여, 세포외 ANXA3의 양(abundance)이 시료의

상층액, 예를 들면, 저속 원심분리 후의 배출된 뇨 또는 상응하는 펠릿에서 감소된 경우, 암, 예를 들면, 전립

선암을 표시하는 것으로 분류될 수 있다. 완전히 건강한 환자와 비교하여, ANXA3의 양은 펠릿 및 상층액 모두에

서 증가된 것으로 보일 수 있다. 모두를 고려하여, 전술된 다양한 상태의 진단적 구별을 위해 이용되는, 배출된

뇨의 상층액 및/또는 펠릿에서 ANXA3의 총 양 또는 농도의 임의의 유형의 비 또는 조합은 본 발명에 의해 포함

된다. 

본 발명은 필수적으로 진단 목적을 위한 임의의 유형의 차등적 원심분리 및 관련된 비에 의해 접근가능한, 예를<38>

들면, 배출된 뇨의 다양한 세포내 및 세포외 시료 분획에서 ANXA3 양과 관련된 일련의 컷-오프(cut-off)를 포괄

한다.

본 발명의 방법은 추가적인 암 마커, 예를 들면, 암 마커의 결정을 더 포함할 수 있다. 추가적인 마커의 결정은<39>

ANXA3이 결정되는 동일한 시료, 또는 상이한 시료, 예를 들면, 혈액, 혈청 및/또는 혈장 시료에서 수행될 수 있

다. 특히 바람직한 것은 혈액, 혈청 또는 혈장 마커, 특히, 전립선 특이적 항원(PSA)과 같은 칼리크라인 프로테

아제(kallikrein protease) 패밀리의 하나 이상의 구성물 및/또는 하나 이상의 상피 세포 마커, 특히, 전립선

특이적 막 항원(PSMA)의 결정이다.

본 발명의 진단 방법은 PIN과 같은 전암기(precancerous stage)와 암 질환 기 간의 구별이 수행되는 것인 병기<40>

(disease stage)의 결정을 포함할 수 있다. 병기의 결정은 임상 병리학자에 의한 조직학적 분류에 기초하며, 전

립선암의 표준 분류는 Gleason score에 따르나, 암을 증가하는 중증도(severity)의 세 개의 그룹으로 그룹핑하

는 다른 병기결정 방법(staging method)들이 있다. 현재까지, 이와 같은 병기결정 방법은 형태학적 기준에 크게

의존하며, 숙련된 전문가를 필요로 한다. 비-암(non-cancer) 케이스의 경우, 전립선 비대증(BPH), 섬유증, 만성

전립선염, 다양한 단계의 전립선 상피내 종양(PIN1-3)의 전술된 상태들이 기재되었다. 본 발명은 배출된 뇨 또

는 다른 시료의 임의의 유형의 분획으로부터의 적합한 세트의 컷-오프에 의한 ANXA3-관련 판독(read-out)을 이

용하는  것에  의한  전립선암  또는  전립선-관련  비-암  병기(non-cancerous  stage)의  임의의  유형의  층화

(stratification)에 관한 것이다.  

본 발명은 또한 약제학적 응용, 예를 들면, 암, 특히, 전술된 바와 같은 비뇨생식관 및/또는 위장관의 암, 보다<41>

특별하게는 전립선암의 치료를 위한 약제의 제조를 위한 응용에서 전술된 항체의 용도에 관한 것이다. 본 발명

의 이 구체예에서, 항체는 바람직하는 불변 인간 영역, 예를 들면, 불변 인간 IgG1, IgG2, IgG3, 또는 IgG4 영

역 및 선택적으로 인간화된 프레임워크 영역(framework region)을 갖는 키메라 항체 또는 인간화 단일클론 항체

이다. 대안적으로, 항체는 인간 개체의 혈청으로부터 수득될 수 있는 인간 항체일 수 있다. 치료 항체는 바람직

하게는 암세포, 예를 들면, 전립선 암세포의 표면에 결합한다. 

치료  항체는  효능기  분자(effector  molecule),  예를  들면,  방사성  모이어티(moiety)  및/또는  세포독성<42>

(cytotoxic) 모이어티에 접합될 수 있다. 치료적 응용을 위해, 항체는 질병의 유형 및 증증도에 따라, 주입에

의해, 예를 들면, 1일 10 내지 5000 ㎍의 치료적 유효량으로 투여되거나 바람직하게는 1일 4000 내지 1000 ㎍의

치료적 유효량으로 투여될 수 있다. 항체는 공지된 방법에 의해, 예를 들면, 트라스투주마브(Trastuzumab), 리

툭시마브(Rituximab), 세툭시마브(Cetuximab) 등과 같은 다른 항체의 투여를 위해 알려진 표준 프로토콜에 따라

비경구로 투여될 수 있다. 항체의 투여는 다른 치료적 옵션, 예를 들면, 다른 항-종양 항체의 투여, 세포독성제

의 투여, 외과적 수술 및/또는 방사선 치료법과 조합될 수 있다. 

또한, 본 발명은 하기의 도면 및 실시예에 의해 보다 상세하게 설명될 것이다.      <43>

실 시 예

실시예 1<60>

인간 아넥신 A3,  vANA-5(AA  107-243),  vANA-7(AA  1-106),  vANA-1(AA  1-324),  vANA-2(AA  1-159),  vANA-3(AA<61>
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35-159), vANA-4(AA 191-324) 및 vANA-6(AA 107-190)의 재조합 가용성 단편들을 클로닝하고 대장균에서 발현시

키고, 뒤이어 크로마토그래피에 의해 정제하였다. 아넥신 A3 및 그의 재조합 단편의 구조의 개요가 도 1에 도시

된다. 

도 2, 3 및 4는 표준 크로마토그래피 절차에 의해 정제된 재조합 가용성 ANXA3 단편, vANA-5, vANA-7 및 vANA-<62>

1의 쿠마시-염색된(Coomasie-stained) 1D 겔을 보여준다. 

융합 후 및 항체-생성 세포의 클로닝 동안 양성 하이브리도마 세포에 대한 스크리닝인, 단편 vANA-1에 기반한<63>

항-아넥신 A3 ELISA를 개발하였다(도 5). ANXA3의 원형의 에피토프에 결합하는 항체의 포괄적인 인식을 달성하

기 위해, ELISA 플레이트로의 결합 전에 재조합 vANA-1을 복원(renature)시켰다. 재조합 vANA-1을 1㎍/웰의 농

도로 ELISA 플레이트에 코팅시켰다. ELISA 플레이트의 관능성(functionality)을 다중클론 항 ANXA3 혈청으로 확

인하였다. 

도 6은 전립선 조직의 양성 시료 및 암 시료에 대한 다중클론 혈청의 반응성의 위 스펙트럼 컬러 표현(false<64>

spectral colour depiction)을 보여준다. 암 시료는 2D-PAGE에 의해 블롯팅된 상태로 도시된다. 신호의 대부분

은 질량 분석법에 의해 ANXA3으로 확인된, 네 개의 스팟의 사슬로부터 수득된다. 이 위 스펙트럼 컬러 이미지는

단색 그레이스케일에 의해 허용되는 것보다 훨씬 더 깊은 동적인 범위를 반영한다. 비-ANXA3 신호의 강도는 항

상 배경에 가깝고, 이는 청색(배경에 가까움) 픽셀에 의해 표현된다. 특이적 신호와 비-특이적 신호 간의 이 대

조의 정도는 단색 그레이스케일로 결과를 표시하는 도 6의 래인 8 및 9에 표시된다. 

이 상황은 단일클론 항체 tgc5 Pro II6G7 = DSM ACC2778(래인 10 및 11); tgc6 ProIII1G11(DSM ACC2779)(래인<65>

15 및 16); tgc7 ProVII5C5 (DSM ACC2780)(래인 12-14); tgc8 ProIII1E1 (DSM ACC2781)(래인 17-19)의 다양한

희석액의 래인 10 내지 19의 신호 프로파일에 의해 특히 강조된다;이는 훨씬 더 낮은 교차 반응성을 보여준다. 

도 6에 도시된 바와 같이, 본 발명의 대상인 단일클론 항체는 본질적으로 다른 아넥신과의 교차-반응성을 갖지<66>

않는다. Wozny et al., 2006으로부터의 다중클론 혈청은 ANXA6과 약간의 잔류 교차-반응성을 가지나, 도 6의 우

측 상에 도시된 (전립선암 환자로부터의 생검 및 전립선암 세포주, PC3) 단일클론 항체에 의한 염색은 ANXA3에

대한 33kD이 아닌 다른 위치에서 1% 미만의 배경 염색을 생성했다. 

도 7은 ECL(Electrochemiluminescence) 현상 후 항-ANXA3 염색의 농도계에 의한 정량을 보여준다. PC3 세포로<67>

부터의 전체 세포 용해액의 웨스턴 블롯을 항체 tgc7 ProVII5C5(DSM 2780)에 의해 분석하였다. ANXA3에 상응하

는 단 하나의 밴드만이 확인되었다. 실질적으로 교차반응성이 없었다.     

실시예 2<68>

배출된(exprimate) 뇨 시료 및 조직 절편에서 항체 특이성의 결정 <69>

암 환자로부터 배출된 뇨로부터 수득된 상층액에서 ANXA3을 검출하기 위해 전술된 바와 같은 ELISA 포맷에서 실<70>

시예 1의 단일클론 항체를 이용하였다. 

도 8에 도시된 바와 같이, 보정을 위해, ELISA-플레이트를 tgc7 ProVII5C5(DSM ACC2780)로 코팅하고, 비오티닐<71>

화된 tgc5 Pro II6G7(DSM ACC2778) 및 아비딘-HRP를 이용하고 TMB를 기질로 하여, 일련의 희석된 vANA-1(20-

0.3 ng/웰)을 검출하였다. 효소에 의한 발색 반응은 표시된 바와 같이, 15분, 30분 및 45분 후에 중단시켰다. 

도 9에, 환자로부터 채취된 배출된 뇨의 상층액에서 ANXA3의 검출이 도시된다. 시료를 표준 임상 절차에 따라<72>

저속 원심분리에 의해 원심분리시켰다. 1D PAGE로부터 웨스턴 블롯을 방해할 수 있는 우레아를 본질적으로 제거

하는, 사전 겔 여과(GF)에 의해 신호를 개선시켰다.  

또한 조직 절편의 면역조직학적 염색에서 항체를 테스트하였다. 정상 전립선 상피에서 ANXA3의 높은 세포내 농<73>

도가 관찰되었다. PIN으로부터 암으로의 질병의 진행 동안 세포외에 국소화된 ANXA3의 명백한 국소적(apparant

local) 증가가 관찰되었다. 그러나, 생검의 이 염색된 영역들은 배출된 뇨의 상층액과 펠릿 간의 진단적 ANXA3

의 분포의 정량적 관계의 일반적인 추정을 나타내거나 또는 허용하지 않는다. 이는 생검은 다소 정성적이나, 양

성 특성의 암의 전립선 영역(prostate areas of cancerous of benign quality)을 포괄적으로 나타낼 수 없기

때문이다.   

실시예 3<74>

배출된 뇨 시료에서 ANXA3의 결정을 위한 임상 연구<75>
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체액, 특히, 배출된 뇨에서 ANXA3의 비-침습적 검출에 기반한 전립선암 진단의 민감도 및 특이성을 결정하기 위<76>

해 다기관 공동 맹검 임상 연구(multicentre blinded clinical study)를 수행하였다. 

3.1 환자 및 대조군 <77>

A: 조직학적으로 확인된 전립선암을 갖는 환자(PCA군): n = 약 200.<78>

B: 조직학적 테스트에 의해 결정된 전립선암을 갖지 않는 환자(대조군): n = 약 300. <79>

3.2 시료 채취 및 처리<80>

3.2.1 혈청/혈장<81>

혈청 PSA 값의 통상적인 결정을 위한 혈청 튜브를 정맥내로 채취하였다. 또한, 1-2 ml의 혈청을 추가적으로 채<82>

취하여 급속-냉동 상태로 보관하였다. 이 혈액 시료를 PSA에 대해 더 분석하였다. 혈액 시료의 채취는 전립선

펀치 생검 또는 직장내촉진(rectal palpation)을 수행하기 전에 이루어졌다. 

3.2.2 배출된 뇨의 침전<83>

전립선의 20s 촉진 및 마사지 후에, 환자에게 방광을 비우도록 요구했다. 수득된 배출된 뇨를 공표된 절차에 따<84>

라 처리하고(I. Rehman, A. R. Azzouzi, J. W. F. Catto, S. Allen, S. S. Cross, K. Feeley, M. Meuth, & F.

C.  Hamdy,  Proteomic  analysis  of  voided  urine  after  prostatic  massage  from  patients  with  prostate

cancer: A pilot study, Urology 64(6), 2004, 1238-1243; C. Goessl. M. Muller, R. Heicappell, H. Krause,

B. Straub, M. Schrader & K. Miller, DNA-based detection of prostate cancer in urine after prostatic

massage. Urology 58(3), 2001, 335-338) 생성물은 -80℃에 보관하였다. 

혈청과 같이, 배출된 뇨는 가능한 한, 전립선 펀치 생검이 수행되기 전에 채취되어야 했다.  <85>

3.3 결과<86>

약 200명의 PSA 양성 환자에서, 배출된 뇨 시료의 침전물 및 상층액에서 ANXA3의 결정은 약 90%의 민감도 및 약<87>

80%의 특이성을 보였다. 

도 10에 도시된 바와 같이, 2-6 ng/ml 범위의 PSA를 갖는 환자에서 상층액(u.anx.tot) 내의 ANXA3에 기반한 판<88>

독물에 대한 ROC-값은 0.8이었고, 4-10 ng/ml의 PSA-값의 범위에서, ROC 값은 0.85이고, 모든 환자 및 모든 범

위의 PSA 값에 대한 전체 집계의 경우, ANXA3에 대한 ROC-값은 0.74였다. 

4 내지 10 ng/ml의 PSA 값을 갖는 환자들에 대한, 도 10의 대표적인 ROC 곡선은 특히, PSA에 대한 이 중요한 그<89>

레이 영역(PSA의 특이성이 매우 낮음)에서 진단적 중요성을 보여준다(Roddam  AW,  Duffy  MJ,  Hamdy  FC,  Ward

AM, Patnick J, Price CP Rimmer J, Sturgeon C, White P, Allen NE; On behalf of NHS Prostate Cancer Risk

Management  Programme.  Use  of  prostate-specific  antigen(PSA)  isoforms  for  the  detection  of  prostate

cancer in men with a PSA level of 2-10 ng/ml; systematic review and meta-analysis. Eur Urol. 2005 Sep;

48(3): 386-99; discussion 398-9. Review. PMID: 15982797; Stamey TA, Caldwell M, McNeal JE, Nolley R,

Hemenez  M,  Downs  J.  The  prostate  specific  antigen  era  in  the  United  States  is  over  for  prostate

cancer:  what  happened  in  the  last  20  years?  J.  Urol.  2004  Oct;  172(4  Pt  1):  1297-301.  PMID:

15371827)).  ROC  곡선은  임상  통계학의  표준  도구이며,  예를  들면,

http://www.anaesthetist.com/mnm/stats/roc/에 잘 설명되어 있다.  

 <90>

실시예 4<91>

단일클론 항체의 암 세포로의 결합<92>

단일클론 항-ANXA3 항체는 진단(병리 조직학) 및 치료적 응용에서 표면 마커로서 적합하다. <93>

유동 세포측정법(flow cytometry)에 의해 하기에 표시된 바와 같이, 특히, N-말단 에피토프에 특이적으로 결합<94>

하는 단일클론 항체, tgc7 ProVII5C5(DSM ACC2780)는 칼슘-의존적 방식으로 전립선암 세포주(PC-3 세포, ATCC,

DCV-1017, Version 08-2004)의 세포외 결합 부위에 결합한다. 

각 실험 동안 이차 항체와의 단독 인큐베이션에 의해서 및 비특이적이고 관련되지 않은 대조구 항체(단일클론<95>
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및 다중클론 항체)를 이용하여 비특이적 결합을 평가하였다. 

도 11은 Wozny et al., 2006에서 사용된 다중클론 혈청(도 6 참조)은 PC-3 세포의 표면에 유의성 없는 수준으로<96>

만 결합한다는 것을 보여준다. 

세포를  적합한  완충액으로  세정하고  도  11에  표시된  희석  농도로  30분간  얼음  상에서  인큐베이션시켰다.<97>

뒤이어, 모든 시료들을 FITC-결합된 항-토끼 이차 항체의 1:50 희석액 100 ㎕와 인큐베이션시켰다. 세척 단계

후에, 각 시료의 12,000개의 세포들을 표시된 바와 같이 유동 세포측정법에 의해 분석하였다. 

본질적으로, 다중클론 혈청은 다양한 희석 농도에서 대조구 혈청에 비해 형광 강도의 유의성 있는 증가를 초래<98>

하지 않았다. 따라서, PC-3 세포 상에서 ANXA3의 표면 발현은 이 단계에서 관찰될 수 없으며, 이는 아마도 다중

클론 혈청 내의 특이적 항체의 농도가 너무 낮기 때문이다.

그러나, 도 12에 표시된 바와 같이, 단일클론 항체 tgc7 ProVII5C5(DSM ACC2780)은 실제로 PC-3 세포의 표면<99>

에피토프에 농도- 및 칼슘-의존적 방식으로 결합한다.    

실시예 5<100>

에피토프 맵핑<101>

아넥신 A3(ANXA3)의 전체 항원성 영역을 뒤덮는 중첩된 펩티드 서열을 이용한 후에, 본 발명자들은 높은 특이성<102>

의 다중클론 항체의 결합을 분석하는 것에 의해(도 1 참조) 도 13 및 14에 표시된 바와 같이 6개의 에피토프만

이 높은 특이성 결합을 담당한다는 결론에 도달했다. 다중클론 항혈청의 특이성은 2D-PAGE-유래 웨스턴 블롯 및

질량  분석법에  의해  제어되었다.  동일한  절차를  단일클론  항체  tgc5  Pro  II6G7  =  DSM  ACC2778;  tgc6

ProIII1G11 = DSM ACC2779; tgc7 ProVII5C5 = DSM ACC2780; tgc 13 ProI/5G9; tgc 12 ProIII/4B11; tgc 14

ProVIII/3D7에 적용하였다. 

에피토프 맵핑은 ANXA3의 N-말단 영역에 있는 두 개의 에피토프 외에, 또한 ANXA3의 중간 영역에 있는 2개의 에<103>

피토프 및 ANXA3의 C-말단 영역에 있는 2개의 에피토프로부터의 기여가 있다는 것을 보여주었다(도 13). 

인간 ANXA3 상에 있는 이 에피토프들(에피토프 1-6으로 지정됨)의 위치가 도 14에 도시된다. <104>

도  14에  개략적으로  표시된  인간  ANXA3의  결정  구조(http://www.pdb.org/pdb/files/1axn.pdb  및<105>

http://www.pdb.org/pdb/explore/do?structureld=1AXN)은 에피토프 1, 2, 5 및 6이 ANXA3의 원형 폴드(native

fold)의 도메인을 형성한다는 것을 의미한다. 따라서, 본 발명자들은 상응하는 항체를 수득하기 위해 호중구로

부터 인간 ANXA3을 분리하고 이 물질로 토끼를 면역화시켰다. 이 항체들은 원형의 ANXA3에 대한 것이고, 본 발

명자들은 다시 가장 높은 특이성에 대해 스크리닝하고 선택하였고 상응하는 에피토프 1, 2, 5 및 6을 포함하는

도메인에 결합하는 항체가 진단 및 치료적 목적에 특히 적합했다.   
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참조문헌<106>

<107>
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<110>

도면의 간단한 설명

도 1: 단일클론 항체의 에피토프 맵핑을 위해 이용된 아넥신 A3(A) 및 아넥신 A3의 재조합 단편의 구조의 개요;<44>

에피토프 맵핑에 의한 이와 같은 유형의 스크리닝에 근거하여, 본 특허출원의 대상인 단일클론 항체를 선택하였

다. 

도 2: 인간 아넥신 A3 단편 vANA-5(아미노산 107-243)의 정제; SDS-PAGE 크로마토그래피에 의해 정제된 vANA-<45>

5.

도 3: 인간 아넥신 A3 단편 vANA-7(아미노산 1-106)의 정제; SDS-PAGE 크로마토그래피에 의해 정제된 vANA-7.<46>

도 4: 인간 아넥신 A3 단편 vANA-1(아미노산 1-324)의 정제; SDS-PAGE 크로마토그래피에 의해 정제된 vANA-1.<47>

도 5: vANA-1 ELISA 플레이트의 테스팅: 퍼플: 아넥신 A3-특이적 항혈청; 블루: 무표지 혈청(null serum): 토<48>

끼로부터의 프리미움 혈청(premium serum).

도 6: 항-ANXA3 항체의 특이성: 래인 1-9 및 2D- 웨스턴 블롯은 Wozny et al., 2006으로부터 유래하였다; 래인<49>

10-19는 본문에서 설명된 바와 같이 다양한 단일클론 항-ANXA3 항체를 보여준다. 그들은 다른 아넥신의 단백질

에 대해 실질적으로 교차-반응성을 보이지 않는다. 

도 7: PC3 세포로부터의 전체 세포 용해액의 웨스턴 블롯의 ECL 현상(development) 후 항-ANXA3-염색의 농도계<50>

에 의한 정량(densitometric quantification)은 단일클론 항체 tgc7 ProVII5C5(DSM ACC2780)의 높은 특이성을

보여준다. 

도 8: 항원인 vANA-1에 의한 항-ANXA3-기반 ELISA의 보정, 발색 반응은 15(A), 30(B) 및 45(C)분 후에 중단시<51>

켰다.  

도 9: 표준 저속 원심분리 후 배출된 뇨 상층액에서 ANXA3의 검출; A, D: 15분 현상; B,E: 30분 현상; 및 C,<52>

F: 45분 현상; 핑크 곡선은 우레아를 제거하기 위한 겔 여과(GF) 후에 수득되었다. 

도 10: 도 6에 도시된 바와 같은 ELISA를 이용하고 4-10 ng/ml 범위의 PSA-값을 갖는 200명의 환자에 기반한 항<53>

-ANXA3-기반 진단 연구의 ROC 곡선; AUROC는 0.823으로, PSA "그레이 영역(grey zone)" 전체에 대해 주용한 지

표에 대해 70% 민감도에서 90% 특이성을 나타낸다. 

도 11: Wozny et al., 2006(도 1 참조)에서 사용된 다중클론 혈청은 PC-3 세포의 표면에는 유의성없는 정도로만<54>

결합한다. 

도 12: tgc7 ProVII5C5(DSM ACC2780)에 의한 PC-3 세포 상의 표면-ANXA3의 검출; 항체는 그래프에 표시된 농도<55>
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로 사용되었다. 이차 항체로서, 1:50의 희석비로 항-마우스-IgG-FITC를 이용하고, 염색 부피는 항체 희석액 100

㎕였다. 

이 결과들은 잠재적으로 치료적으로 이용될 수 있는 이 전립선암 세포주에서 ANXA3의 표면 국소화를 보여준다. <56>

도 13: ANXA3의 항원 영역을 뒤덮는 중첩된 펩티드 서열을 이용하여, 6개의 에피토프를 발견하고 다중클론 항혈<57>

청의 높은 특이성 결합에 기여하는 것으로 규명하였다. N-말단 영역에서 두 개의 에피토프(tgc5 Pro II6G7= DSM

ACC2778; tgc6 ProIII1G11= DSM ACC2779; tgc7 ProVII5C5= DSM ACC2780에 의해 인식됨) 외에, 도 14에서 보다

상세하게 도시된 4개의 추가적인 에피토프가 있다. 

도 14: 인간 ANXA3 및 그의 항원성 영역(진한 보라색, 가장 낮은 부위의 선)의 서열에 관한 개요: 다중클론 AB1<58>

은 다른 아넥신 또는 다른 항원에 대해 교차-반응성을 갖지 않고, ANXA3에만 결합하는 높은 특이성의 다중클론

항혈청이다(2D-웨스턴 블롯 및 질량분석법에 의해 확인됨, 도 1). 다중클론 AB2는 에피토프 3 및 4에 대한 것이

고; MAB1은 tgc7 ProVII5C5 = DSM ACC2780이고, MAB2는 tgc5 Pro II6G7 = DSM ACC2778 및 tgc6 ProIII1G11 =

DSM ACC2779를 나타낸다; 재조합 ANXA3 단편 1-8이 개별적인 면역화를 위해 이용되었다. 

도 15: 인간 ANXA3의 결정 구조의 개략도.<59>

도면

    도면1

    도면2
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    도면3

    도면4

    도면5
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    도면6

    도면7

    도면8
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    도면9

    도면10
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    도면11
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    도면12
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    도면13

    도면14
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    도면15
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<210>  1

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  Antibody

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (1)..(12)

<400>  1

Val Arg Asp Tyr Pro Asp Phe Ser Pro Ser Val Asp 

1               5                   10          

<210>  2

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  Antibody

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (1)..(12)

<400>  2

Met Leu Ile Ser Ile Leu Thr Glu Arg Ser Asn Ala 

1               5                   10          

<210>  3

<211>  28

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  antibody
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<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (1)..(28)

<400>  3

Gly Asp Phe Arg Lys Ala Leu Leu Thr Leu Ala Asp Gly Arg Arg Asp 

1               5                   10                  15      

Glu Ser Leu Lys Val Asp Glu His Leu Ala Lys Gln 

            20                  25              

<210>  4

<211>  25

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  antibody

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (1)..(25)

<400>  4

Lys Leu Thr Phe Asp Glu Tyr Arg Asn Ile Ser Gln Lys Asp Ile Val 

1               5                   10                  15      

Asp Ser Ile Lys Gly Glu Leu Ser Gly 

            20                  25  

<210>  5

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>
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<223>  antibody

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (1)..(17)

<400>  5

Ile Met Val Ser Arg Ser Glu Ile Asp Leu Leu Asp Ile Arg Thr Glu 

1               5                   10                  15      

Phe 

    

<210>  6

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  antibody

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (1)..(17)

<400>  6

Tyr Ser Ala Ile Lys Ser Asp Thr Ser Gly Asp Tyr Glu Ile Thr Leu 

1               5                   10                  15      

Leu 
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